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Di E rflndung betrlfft ein Verfahren zur Herstellung einer blutgerlnnungsfSrd rnden Preparation aus 
menschlichem Blutplasma, welcbe elne neue blutgerlnnungswirksain Substanz, genannt "FEIBA" t nth&lt. 

Diese Substanz beeinflufit in neuartiger Weis die Blutgerinnung und bewirkt eine Umgehung der Faktor 
Wl-Wirkung, was bedeutet, dafl die Blutgerinnung ohn Faktor vm- Zufuhr normalisiert wird. Di Prapara- 
5 ti n 1st insbesonder zur Behandlung von Hemophilic A-Patienten mit Inhibitor geeignet. Die Abktlrzung 
"FEIBA" steht fUr "Factor Eight Inhibitor- Bypassing Activity 1 '. 

Die H&mophilieAist eine seitlangem bekannte Krankheit (Bluterkrankheit), bei der der Blutgerinnungs- 
ablauf durch das Fehlen der AktlvItSt eines Blutgerinnungsfaktors gestbrt ist. Dieser Faktor wird als anti- 
hamophiler Faktor (AHF) oder Faktor vm bezeichnet. Eine Heilung dieser angeborenen, durch defekte Gene 

10 bedingten Krankheit als solche ist nicht mbglich. Die Behandlung kann - im Falle einer Blutung - nur durch 
intra venose Zufuhr entsprechender Mengen an Faktor vm, welcher aus dem Blut ge sunder Spender stammte, 
erfolgen. Wahrend man frliher auf Vollblut bzw. Vollplasma angewiesen war, von denen grofle Mengen appli- 
ziert werden muflten, gibt es heute Praparate, die den Faktor VHI in konzentrierter und auch stabiler, ge- 
friergetrockneter Form enthalten. Die Behandlung mit dlesen Praparaten fUhrt in den me is ten Fallen zu 

15 einer raschen Blutstillung. 

Es gibt jedoch auch Patienten, bei denen nicht nur ein Fehlen der Faktor VIII-Aktlvitat vorllegt, sondern 
die auch einen gegen Faktor VIII gerichteten Hemms toff (Inhibitor) besitzen, der - je nach vorhandener Men- 
ge - die Wlrkung von zugeflihrtem Faktor VIII durch Neutralisation (Inhibition) zunichte macht.Beidl sen 
Faktor Vin-Inhibitor- Patienten gab es bisher wenig Aussicht auf eine erfolgreiche Behandlung. Die einzige 

20 Maglichkeit bestand in der Entfernung des Inhibitors vor der Behandlung mit Faktor VIII-Konzentraten, was 
nur durch Plasmaaustausch des Patientenplasmas gegen Plasma eines gesunden Spenders oder gegen Plas- 
maersatzmlttel moglich ist; dies erfordert einen gr often technlschen und medlzlnischen Aufwand. Der Plas- 
maaustausch mufl vor neuerlicher Behandlung wiederholt werden, da der Inhibitor - speziell nach Zufuhr von 
neuem Faktor VIII als Antigen durch "Boostereffekt" - sich wieder nachbildet. Eine Behandlung derlnhibitor- 

25 patienten mit sogenannten "Immunsuppressiva" zur Unterdrtickung der in vivo-Synthese des Inhibitors ist 
bisher meistens erfolglos verlaufen. 

Seit kurzem zeichnet sich eine neue Maglichkeit zur Behandlung von Faktor VIH- Inhibitor- Patienten ab. 
Kurczynski und Penner, New Engl. J. Med., Bd. 291, Seiten 164 bis 167, 1974, berichteten als erstetiber 
ine erfolgreiche Behandlung von Faktor vm- Inhibitor- Patienten mit sogenannten "aktivlerten" Prothrom- 

30 binkomplex-Konzentraten. Auch in Publikationen von Sultan, B roue t und Deb re, New Engl. J. Med., Bd. 291, 
Seite 1087, 1974, und Abildgaard, Brltton und Roberts, Blood, Bd. 44, Seite 933, 1974, wird Uber klinisch 
rfolgrelche Anwendungen von aktivlerten Prothrombinkomplex- Praparaten bei blutenden Faktor VTO-Inhlbi- 
tor- Patienten berichtet. 

Die sogenannte Aktivlerung dieser Prothrombinkomplex-Konzentrate ist wahrscheinllch auf unbekannte 
35 Verunrelnlgungen zuriickzufUhren. Die Praparate konnten beziigllch lhres wlrksamen Prinzips nicht getestet 
und nicht standardlsiert werden. Die Ergebnisse sind daher unsicher und kaum wiederholbar. 

Die Erfindungbezweckt die Wberwindung der geschilderten Nachteile und Schwierigkelten und stellt sich 
die Aufgabe, eine Preparation zu schaffen, die in wiederholbarer und gezielter Welse elne Generlerungder 
gewllnschten Faktor vm-Inhibltor-Bypass-Aktivitat gewahrleistet. Die Faktor vm-Inhibitor- Bypass -Aktivi- 
40 tat soil mit Hilfe eines ge eigne ten Testsystems meflbar und standardisierbar sein. Die Preparation soil kli- 
nisch wirksam und vertragllch sein, d.h. bei blutenden Faktor vm- Inhibitor -Patienten zu einer Blutstillung 
fUhren und kelne unerwiinschten Nebenwirkungen zeigen. 

Dlese Aufgabe wird erflndungsgem&B dadurch gelSst, dafl menschliches Zltrat-Ionen enthaltendes Plas- 
ma In Abwesenheit von freien Calcium lone n mit wasserunlosllchen anorganlschen gerlnnungsphyslologisch- 
45 oberflachenaktiven Stoffen, wie Kleselgel oder Kaolin, behandelt wird, wobel die neue Substanz generiert 
wird, anschlleflend die wasserunlosllchen Stoffe abgeschieden werden und dann der Uberstand in an sich be- 
kannter Weise mit baslschen Ionenaustauschern, wie Diathylamlnoathyl-Gruppen haltigen hochmolekularen 
Stoffen, behandelt wird, wobeidle Substanz FEEBA zusammen mit den Faktoren II- VII- DC- X daran adsorb! rt 
wird, worauf diese eluiert und konzentriert werden. Die neue Substanz mit der FEIB-Aktivitat 1st einPro- 
50 tein mit*einem hblieren Molekulargewicht als jenes der nicht aktivlerten Faktoren II, VII, IX, X (Prothrom- 
binkomplex). WShrend letztere Faktoren ein Molekulargewicht von etwa 70000 aufwelsen, hat die neue Sub- 
stanz ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 100000. 

Als Ausgangsmaterial fUr die H rstellung der neuen Preparation wird menschliches Zltratplasma ver- 
w ndet, welches alle Gerinnungs faktoren In native r Form enthalt; ferner kbnnen auch Plasmafraktlonen ver- 
55 w ndet werden, die nach Abtr nnung des Faktor vm (AHF) anfallen, wl z.B. ein PlasmaUberstand von 
Kryopracipitat oder von Pr&clpitat I nach Cohn. 

Vorteilhaft rfolgt die Generi rung der Substanz FEIBA unter Einhaltung eines pn-Berelches von 5, 5 bis 
8 t 5 und iner Temperatur von 0 bis 30<>C. 

ZweckmfiGig werden hi bei di wass runltSslichen anorganlschen gerlnnungsphyslologlsch-oberflSchen- 
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aktlven Stoff in in r Menge von 0,05 bis 5%, vorzugsweise 0,1 bis 1%, be zogen auf die Menge des Plas- 
mas, verwend t. 

Zur Behandlung d s Plasmas kSnnen Stoffe einges tzt werden, die zum Groflteil aus feinteiligem Sili- 
ciumdioxyd best h n, z.B. Stoffe aus der Grupp der Diatom en rden, wi C lit, oder Stoff , die aus Sili- 
5 ciumdioxyd und Aluminiumdioxyd zusammengesetzt sind, z.B. Kaolin. Ailgemein sind Stoff geeignet, di 
als "oberflachenaktiv* 1 im Gerinnungs system bekannt sind bzw. die durcb ihre Oberflachenaktivitat in der La- 
ge sind, die Kontaktphase der Blutgerinnung einzuleiten. Wahrend die durch diese Stoffe oberfl&chenaktivier- 
baren Gerlnnungsfaktoren (Faktoren XI und XII) in ihrer aktivierten Form in dieser Stufe adsorbiert werden, 
blelben die Faktoren H, Vn, DC, X zusammen mit der generierten Substanz FEIBA im tjberstand und konnen 

10 nacb Abtrennung der oberflachenaktiven, was serunl 6s lichen Stoffe unter Anwendung bekannter Methoden ab- 
getrennt bzw. angereichert werden. FUr letzteren Schritt konnen z. B. schwacb basischelonenaustauscher 
v rwendet werden; Diathylaminoathyl (DEAE)-Gruppen haltige, hochmolekulare Stoffe, z.B. DEAE gebunden 
an Cellulose oder quervernetzte Dextrane, haben sich besonders bewahrt. Durch Adsorption an die erwahn- 
t n lone naust aus cher, Waschung und Elution der adsorbierten Plasmaproteine mit erhtfhter Ionenstarke kann 

15 di Proteinfraktion, welche die FEIB-Aktivitat nun in gereinigter und angereicherter Form enthalt, isollert 
w rden. Nach Entfernung der Salze durch Dialyse und anschlieflende Gefriertrocknung erhalt man die rohe, 
die FEIB-Aktivitat enthaltende Fraktion in trockener, stabiler Form. Aus dieser entsteht das fertige Prapa- 
rat durch Wiederauflosung in Wasser, Zusatz von Salzen, PH-Einstellung, Sterilfiltration und neuerliche Ge- 
friertrocknung. 

20 Untersuchungen ttber die Eigenschaften der erfindungsgemafl herges tell ten Praparationen brachten den 
B weis, dafl fiir die FEIB-Aktivitat die Faktoren ila (Thrombin) und Xa nichts beitragen. Thrombin in Sfc>u- 
ren, wie es in der erfindungsgemafl hergestellten Preparation enthalten sein kann, ergibt keine Verkiirzung 
der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit von Faktor vm-Inhibitorplasma. Auch Sojabohnen-Trypsinin- 
hibitor - ein bekannter Inhibitor von Faktor Xa-Aktivitat - hemmt die FEIB-Aktivitat der Preparation nicht. 

25 Auf Grund von gelchromato graph is chen Untersuchungen hat sich ergeben,< dafl die neue Substanz ein hbheres 
Molekulargewicht aufweist als die bekannten Faktoren des Prothrombinkomplexes n, VII, DC und X. Da fer- 
ner die aktivierten Faktoren des Prothrombinkomplexes durch enzymatische Abspaltung eines BruchstUckes 
des entsprechenden nativen (nicht aktivierten) Gerinnungsfaktors entstehen, somit kleinere Moleklile ent- 
stehen als die Molekiile der entsprechenden nicht aktivierten Faktoren, ist mit Sicherheit anzunehmen, dafi 

30 die FEIB-Aktivitat in den erfindungsgemafl hergestellten Praparationen nicht durch einen aktivierten Faktor 
des Prothrombinkomplexes bewirkt wird, sonde rn eben durch die neu generierte Substanz mit hone rem Mo- 
lekulargewicht. 

Zur Kennzeichnungder neuen Substanz kann einerseits das Verhaltnis der Aktivitaten der Gerlnnungsfak- 
toren II, VII, DC und X zur FEIB-Aktivitat herangezogen werden: Dieses Verhaltnis, ausgedriickt in Einhei- 

35 ten, Uegt zwischen 0, 1 und 10, vorzugsweise zwischen 0, 5 und 2, wobei eine Einheit Faktor II-VII-DC-X der 
Aktivitat dieser Faktoren entspricht, die durchschnittlich in 1 ml frischem menschlichem Zitratplasma ent- 
halten ist, und eine FEIBA-Einheit als jene FEIB-Aktivitat definiert ist, welche die aktivierte partielle 
Thromboplastinzeit eines hochtltrigen Faktor Vlll-Inhibitorplasmas auf die Halfte des Leerwertes verktlrzt. 
Anderseits kann zur Kennzeichnungder neuen Substanz auch ihre amidolytische AktivitUt herangezogen wer- 

40 den. Unter amidolytischer Aktivitat versteht man die Fahigkeit einer Substanz, In standardisierten Peptid- 
verbindungen, die liber eine Amidbindung mit dem Chromophor p-Nitroanilin verbunden sind, das p-Nitro- 
anilin abzuspalten, welches photometrisch bestimmt wird. Sol che standardisierten Pep tidprapa rate werden 
z.B. von der Firma KABI in Schweden hergestellt; so sind das Peptid S-2160 N- Benzoyl - L-pheny lal any I - L- 
valyl-L-arginin-p-nitroanilid. HCl (Kurzform: Bz- Phe- Val - Arg-p- nitroanilid .HCl) fur Thrombin spezi- 

45 flsch, S- 2222 N-Benzoy l-Lr-isoleucy h L-glutamyl -L-glycy I- L- a rginy I -p- nit roanilid. HCl (Kurzform: Bz- He- 
Glu-Gly-Arg-p-nitroanilid. HCl) fiir Xa und S-2251 D- Valyl-L-leucyl-L-lysyl-p-nitroanilid. 2HCI (Kurzform: 
D-Val-Leu-Lys-p-nitroanilid.2HCl) fiir Plasmin. 

Testet man die erfindungsgemafl hergestellte Preparation gegenliber den genannten Substraten, so findet 
man eine vernachlassigbare geringe amidolytische Aktivitat. Anderseits wlirde ein Test eines Praparates 

50 mit einem Gehalt von Thrombin und/oder Faktor Xa, wenn man diese auf die gleiche FEIB-Aktivitat ein- 
stellt, die die erfindungsgemafl hergestellte Praparation zeigt, eine hohe amidolytische Aktivitat zelgen. 

Ein weiteres Merkmal der erfindungsgemaflen Praparation ist auch darin zusehen, dafl sie, wenn Uber- 
haupt, nur eine geringe Thrombinaktivitat besitzt. Das Verhaltnis der Thrombinaktivltat zur FEIB-Aktivitat 
Uberst igt 0, 02 nicht, wobei die Thrombin- Aktivitat in NIH-Einheiten (NIH = US- National Institute of Health) 

55 und di FEIB-Aktivitat in FEEB-Einh iten ausgedriickt ist. 

Das rflndungsgemUfl V rfahren und die Eigenschaften der danach hergestellten Praparationen sind In 
den folgenden B Ispi len und T stergebnissen naher erlautert: 

B ispi I 1: Frisch gefroren s Plasma wird b 1 0 bis +4oc aufgetaut und das dabei anfallen- 
de Kryopracipitat durch Zentrifugier n abgetrennt. Der Kryoliber stand wird mit 0, 5 n Salzsaure auf ph 7,0 
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gestellt, mlt 5 g Kaolin pro 1 I Kryoliberstand v rsetzt und bei +4QC 1 h gerlihrt. Hlerauf wlrd Kaolin durch 
Zentrifugieren abgetrennt. Die generierte Substanz FEIBA wird nun - zusammen mit den Faktoren des ^ 
Prothrombinkomplexes - an DEAE-Sephadex adsorbiert. 

Zu diesem Zwecke werden 0, 5 g DEAE-Sephadex A-50 pro 1 I KaolinUberstand zugesetzt und eine 1/2 h 
5 bei +4<>C gerlihrt. Das DEAE-Sephadex wird abgetr nnt; das Uberstehende Plasma kann zur Gewinnung von 
Gamma- Globulin und Albumin verwendetw rden; DEAE-Sephadex wird einem2fachen Waschprozeft mit Iner 
Trinatriumcitrat-Natriumchlorid-Lbsungunterworfen, wobei ein pn-Wert von 7, 5 eingehalten wird. 

Zur Elution wird das DEAE-Sephadex mit 3% Natriumchlorid, 0, 1% Trinatriumcitrat. 2H z O (2% des ur- 
sprUnglichen Plasmavolumens) 20 min gerlihrt und durch Filtration des Eluat gewonnen. Dieses wird Uber 
10 Nacht gegen 0,05% Trinatriumcitrat. 21^0, 0,1% Natriumchlorid-Ldsung bei ph 7,0 bis +4<>C dialysiert, 
hlerauf eingefroeren und einem ersten Lyophillsationsvorgang unterworfen (bulk). Im bulk-Material wird die 
FEIB-Aktivitfit sowle die Aktlvitat der Faktoren des Prothrombinkomplexes bestlmmt. 

FUr die Herstellung der pharmazeutisch anwendbaren Preparation mit FEIB- Aktlvitat soil das Verhalt- 
nls Elnheiten Faktor II- V1I-DC-X zu FEIBA -Elnhel ten zwlschen 0, 5 und 2 lie gen; dies kann durch Mischung 
15 geelgneter bulk-Chargen erfolgen. Das bulk-Material wird mit destilliertem, pyrogenfreiem Wass r gelost, 
so dafl die FEIB-AktivitSt zwlschen 10 und 50 FEIBA -Elnheiten pro ml betragt (vorllegendenfalls 25 FEIBA- 
Einheiten pro mi). Nach Zusatz der niitigen Salze zur Herstellung der Isotonie und Eins tellung des ph- zwl- 
schen 7, 0 und 7, 5 wird die LSsung durch Membranfilter geklart und zuletzt durch ein 0,2 Membranfilter 
sterilfiltriert. Die Lbsung wlrd unter sterilen Bedingungen zu 20 ml in die Endbehalter verfiillt, tlefgefror n 
20 und lyophilisiert. 

Beispiel 2: Als Ausgangsmaterial dient wleder frlsch gefrorenes Plasma bzw. der daraus result! - 
rende Kryoiiberstand. Dem Kryoliberstand werden ohne pn-Stellung (nativer ph = 7, 8) 10 g Celit 512 g pro 1 1 
Kryoliberstand zugesetzt und 3h bei +4°C geriihrt. Nach Abtrennung des Cellts durch Zentrlfiigation wlrd die 
Aufarbeitung der Preparation mit der generierten Substanz F£IBA in gleicher Weise vorgenomm nwl in 
25 Beispiel 1. 

AndenfertigenPraparatlonen wurdenneben den Ubllchen Slcherheltstests auf Sterilltat, Unschadlichkeit, 
Pyrogenfreiheit, Abwesenheit von HB S -Antigen Tests auf Wirksamkeit (FEIB - Aktlvitat) , Gehalt an 
Prothrombinkomplex- Faktoren, Thromblngehalt sowle die amldolytische Aktlvitat mit den 3 Substra- 
ten S-2160, S-2222 und S-2251 durchgeflihrt. 
30 Die vorgenommenen Tests wurden in nachfolgend beschriebener Weise durchgeflihrt. 

1. Wirksamkeitstest (Bestimmung der FEIBA -Einhei ten) . 

a) Reagenzien: 

Faktor vm-Inhibitorplasma: 

Zitratplasmaelnes Patienten mit Haemophilie A mlt einem Inhibitor gegen Faktor VHI (Inhlbltor- 
35 titer mlndestens 10 Einhei ten per ml), lyophilisiert. Wahrend der Testperiode wird das Inhibitor- 

plasma Ins Elsbad gestellt. 
Phosphorllpld-Kaolln-Suspenslon: 

Das Phosphorlipid-Konzentrat(Tachostyptan, Hormon Chemie MUnchen) wird 1 : 200 imOwrens 
Puffer verdiinnt und mit 0,5% Kaolin G/V (0, 5 g pro 100 ml) versetzt. Das Gemisch wird tiefge- 
40 froren gelagert. Wahrend der Testperiode wird es bei Raumtemperatur gehalten. 

Zitrat- /Kochsalzlosung als Verdiinnungsmittel fiir Proben. 
0, 7% Natriumchlorid/0, 7% Natrium zitrat. 2 H 2 0 m/20 Kalzlumchlorld: 
Wahrend der Testperiode wlrd es bei 37°C gehalten. 

b) Testmethode: 

45 Nach Auflosung der zu untersuchenden Fraktion FEIBA Probe und eines FEEBA Stand ardprapara- 

tes mlt definierten FEIBA -Einhei ten pro ml in der angegebenen Menge destllliertenWassers, 
werden unter Verwendung von Zitrat- /Kochsalzlosung 6 geometrische VerdUnnungen herges tell t, 
wobei man mit 5 FEIBA -Elnheiten pro ml beginnt. Diese VerdUnnungen werden wahrend der Test- 
periode In einem Eisbad gehalten. Die Reagenzien werden auf folgende Weise In Glasrbhrchen pi- 

50 pettiert: 

0, 05 ml Faktor VHI-Inhibitorplasma 

0, 05 ml Probe (VerdUnnungen der T st- 
proben und des Standards, so- 
wle auch Zitrat- /Kochsalzld- 
55 sung als Leerwert) 
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0, 05 ml Phospholipid Kaolin Susp nsion 
6 min bei 37°C inkubieren 

0, 05 ml m/20 Kalziumchlorid 

Die Zeit von der Kalziumchloridzugabe bis zur Gerinnselbildung wird mit einer Stoppuhr gemes- 
sen (Kippen der Testrfcibrchen oder Anwendung eines automatischen Koagulometers) . 

c) Berechnung der FEIBA-Einheiten pro Flasche: 

Es wird eine Eichkurve erstellt, indem man die Gerinnungszeiten (in Sekunden) der Verdiinnun- 
gen des FEIBA-Standard-Praparates gegen die entsprechenden Konzentrationen (in FEIBA-Ein- 
heiten pro ml) auf doppelt logarithmisches Millimeterpapier auftragt. Die FEIB-Aktivitaten der 
Testprobenverdiinnungen werden unter Verwendung der Eichkurve und durch Multiplikation mit 
dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor errechnet. Der MIttelwert dieser Ergebnisse entspricht 
der FEEB-Aktivitat der Testprobe, ausgedrtickt in FEIBA-Einheiten pro ml. Multipliziert man 
diesen Wert mit dem L6sungsvolumen (in ml), dann erhalt man die Gesamtmenge der FEIBA- 
Einheiten pro Flasche. 

Bestimmung der Aktivitat der Gerinnungsfaktoren H ( VII, IX und X. 

A) Faktor II- Bestimmung: 

a) Keagenzien: 

Serum: Blut eines gesunden Spenders (ohne Antikoagulans) wird 24 h bei 37<>c inkubiert. Vom 
geronnenen Blut wird das Serum entfernt, zentrifugiert, in Portionen aufgeteilt und 
tiefgefroren aufbewahrt. 
Rinderoxalatplasma mit Bariumsulfat absorbiert (als Quelle fur Faktor V und als Verdiin- 
nungsmittel flir Proben): Neun Teile Rinderblut werden, mit einem Teil 1, 3 4%igen Natrium - 
oxalat vermischt. Das sich ergebende Plasma wird mit 10% Bariumsulfat absorbiert. Nach 
der Zentrlfugierung wird das absorbierte Plasma in Portionen abgefullt und tiefgekiihlt aufbe- 
wahrt. 

f, Thromborel M (kalzlumhaltiges, menschliches Thromboplastin) Behringwerke AG, Marburg- 
Lahn. 

b) Testmethode: 

Die Reagenzien (sie werden mit Ausnahme von Thromborel wahrend des Testvorganges in 
einem Eisbad aufbewahrt), werden auf folgende Weise in Glasrohrchen pipettiert: 

0, 05 ml Serum 

0, 05 ml Probe (Reihenverdiinnungen der zu 
testenden Probe bzw. eines "nor- 
malen Plasmas" oder eines 
Standards) 

1 min bei 37oc inkubieren 

0,2 ml Thromborel (ist wahrend des Test- 
vorganges auf 37<>C zu halten) 

Die Zeit ab der Zugabe von Thromborel bis zur Gerinnselbildung wird mit einer Stoppuhr ge- 
messen. 

c) Berechnung der Faktor II-Konzentration: 

Aus gepool ten Plasm aproben von mindestens 15 gesunden Spendern wird ein Standardplasma 
hergestellt. Dieses "Poolplasma" gilt als "normales Plasma" und seine Faktor II-Aktivi- 
tat wird mit 100% angenommen. Nun wird eine Eichkurve erstellt, indem man die Ge- 
rinnungszeiten der Plasmareihenverdiinnungen dieses gepool ten Plasmas (unverdUnnt, 1 : 2, 
1 : 4, 1 : 8, . . .) gegen die entsprechenden Konzentrationen auf doppelt logarithmisches Milli- 
meterpapier auftragt. Die Faktor II-Konz ntrationend rT stprobenverdUnnungen w rd nun- 
ter Verwendung d r Eichkurve in Prozent des normalen Plasmas ausgedrtickt und mit dem 
entsprech nd n VerdUnnungsfaktor multipliziert. Der Durchschnittswert dieser Ergebnisse 
entspricht der Aktivitat des T stmaterials in Prozent des Faktors II. Die Menge des In einer 
Flasche vorhanden n Faktors n wird nach der folgenden Formel berechnet: 
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Einheiten _ (% Faktor II-Konzentration) x (Volumen In ml) 
Fakt r n " 100 

Eine Elnheit Pfcktor n 1st Squivalent zu Jener Faktor II-Aktlvitat, die durchschnittllch in 1ml 
frischem Zitratplasma vorhanden 1st. 
Faktor Vn-Bestimmung 

a) Reagenzien: 

Faktor VII-Mangelplasma: Zitratplasma elnes Patienten mit schwerem Faktor VH-Mangel (Fak- 
tor VII unter 1%), in tiefgefrorenem Zustand gelagert odernach Zugabe von 1% Gewicht/Vo- 
lumen HEPES lyophilisiert, mit einem pn-Wert von 7, 0. 

Zitrierte Kochsalzlbsung als VerdUnnungsmittel der Proben: 0, 7% Trinatriumzttrat . 2H j O, 
0,7% Natriumchlorid. 

"Thromborel" (Kalziumhaltiges humanes Thromboplastin) der Behring-Werke AG, Marburg/ 
Lahn. 

b) Testmethode: 

Das Mangelplasma und die VerdUnnungen der Probe werdenim Eisbad aufbewahrt. "Thrombo- 
rel" wird wahrend der Untersuchung bei 37°C gelagert. 
Die Reagenzien werden auf folgende Welse in Glasrohrchen plpettiert: 

0,05 ml Faktor VII-Mangelplasma 

0, 05 ml Probe (Reihenverdiinnungen der 
zu testenden Probe, bzw. eines 
"normalen Plasmas" oder eines 
Standards) 1 , 

1 min inkubieren bei 37<>C 

0,2 ml "Thromborel" 

Die Zeit von der "Thromborel"- Zugabe bis zur Gerinnselbil dung wird miteiner Stoppuhr ge- 
messen. 

c) Berechnung der Faktor VII-Konzent ration: 

Die Berechnung der Faktor VH-Konzentration erfolgt in gleicher Weise wie fiir Faktor II be- 
schrieben. 
Faktor IX-Bestimmung: 

a) Reagenzien: 

Faktor DC- Mangelplasma: Zitratplasma eines Patienten mit schwerer Hamophilie B (Faktor 
DC unter 19&, in tiefgefrorenem Zustand gelagert. 

Phospholipid /Kaolin- Suspension: Phospholipid - Konzentrat (Tachostyptan, Hormon Che- 
mie MUnchen) wird 1 : 200 in Owren's Puffer verdiinnt, mit Kaolin versetzt (0, 5 gper 100ml) 
und tiefgeklihlt gelagert. Rinderoxalatplasma, mit Bariumsulfat absorbiert, als VerdUnnungs- 
mittel fiir Proben: 9 Telle Rinderblut werden mit einem Tell l,34%igen Natriumoxalat ver- 
mischt. Das sich ergebende Plasma wird mit 10% Bariumsulfat absorbiert. Nach dem Zen- 
trifugieren wird das absorbierte Plasma in Portionen abgefttllt und tiefgefroren aufbewahrt. 
m/20 Kalziumchlorid 

b) Testmethode: 

Inkubation von Faktor DC- Mangelplasma mit Phospholipid /Kaolin-Suspension: Dieerforderli- 
che Menge von Mangelplasma wird mit einem gieichen Volumen von Phospholipid^Caolin-Sus- 
pension vermischt, 5 min bei 37°C inkubiert und dann 30 min in einem Eisbad gelagert. 
Die Reagenzien (sie werden mit Ausnahme von Kalziumchlorid wahrend des Testvorganges in 
einem Eisbad aufbewahrt), werden auf folgende Weise in Glasrdhrchen plpettiert: 

0, 2 ml inkubierte Mangelplasma- Phospholipid/ 
Kaolin- Susp nsion 

0, 1 ml Probe (Reihenv rdtinnungen der zu testen- 
den Probe bzw. eines "normalen Plas- 
mas" oder ein s Standards) 
1 min bei 370C inkubieren 



0, 1 ml m/20 Kalziumchlorid (1st w&hrend des 
T stvorganges bel 37°C zu halten) 

Dl Zeit ab der Zugabe von Kalziumchlorid bis zur Gerinns Ibildung wird mit ein r Stoppuhr 
gemess n. 

c) Berechnung der Faktor DC-Konzentration: 

Die Berechnung der Faktor DC-Konzentration erfolgt in gleicher Weise wie fiir Faktor II be- 
schrieben. 
D) Faktor X-Bestimmung: 

a) Heagenzlen: 

Faktor X-Mangelplasma: Zitratplasma von einem Patienten mit schwerem Faktor X-Mangel 
(Faktor X unter 1%) wird tiefgekUhlt gelagert oder nach HinzufUgung von 1% HEPES und Ein- 
stellen des pn-Wertes auf 7,0 lyophilislert. 

Zitrat-Kochsalzlbsung als VerdUnnungsmittel fUr Proben: 0, 7% Natriumchlo rid/0, 7% Natri- 
umzitrat. 2H 2 0 

"Thromborel" (kalziumhaltiges, menschliches Thromboplastin), Behringwerke AG, Marburg/ 
Lahn. 

b) Testverfahren: 

Die Reagenzien (sie werden mit Ausnahme von Thromborel wahrend des Testvorganges in 
einem Eisbad aufbewahrt), werden auf folgende Weise in Glasrohrchen pipettiert: 

0, 05 ml Faktor X-Mangelplasma 

0, 05 mi Probe (Reihenverdtinnungen der zu testen- 
den Probe bzw. des "normalen Plasmas" 
oder eines Standards) 
1 min bei 37°C inkubieren 

0, 2 ml Thromborel (ist wahrend des Testvor- 
ganges auf 37°C zu halten) . 

Die Zeit ab der Zugabe von Thromborel bis zur Gerinnse Ibildung wird miteiner Stoppuhr ge- 
messen. 

c) Berechnung elner Faktor X-Konzentration: 

Die Berechnung der Faktor X-Konzentration erfolgt in gleicher Weise wie fUr Faktor II be- 
schrieben. 
Thrombintest 

a) Reagenzien: 

l%ige Fibrinogenlosung menschlichen Ursp rungs 
Stand ardisiertes Thrombin (Topostasin, Roche, 
3000 NIH- Thrombin- Einhei ten pro Flasche) 

0,7% Natriumchlorid/0,7% Natriumzltrat . 2H 2 0 
als VerdUnnungsmittel (Zitrat-/Kochsalz- 
losung). 

b) Testmethode: 

Nach Auflosung des lyophilisierten Produktes in der angegebenen Menge destillierten Wassers 
werden sechs geometrische Verdiinnungen unter Verwendung von Zitrat-/Kochsalzl<5sung und acht 
geometrische Verdiinnungen vom standardisierten Thrombin hergestellt, wobei man mit 1 NIH- 
Einheiten per ml beginnt. 
Testv rfahr n: 

0,2 ml l%ge FlbrinogenlSsung und 

0,2 ml Probe (Fraktion FEEBA- und Throm- 

binv rdtlnnungen, sowie auch ein Leer- 
wert mit Zitrat-/Kochsalzlosung) 

w rden bei 37 C inkubiert. Die Zeit bis zur Gerinnselblldung wird durch Kippen der TestrbTir- 
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chen in 1mm er grtfGer werdenden ZeitabstSnden, u.zw. von 10 mln bis zu 1 h, gem ess n. Di s r 
Vorgang erstreckt eich auf mindestens 6 h. Ein letztes Klppen d r RShrch n erfolgt nach der In- 
kubation liber Nacht. Der Leerwert (V rdilnnungsmittel als Probe) muB tiber Nacht stabil bl iben 
(k ine Gerinns lbildung). 

c) B rechnung der Thrombin-K nzentration: 

Es wird elne Eichkurve erstellt, indem man die Gerlnnungszeiten der geometrischen Verdllnnun- 
gendes Standard thrombins gegendieentsprechende Konzentration (Thrombineinheiten pro ml) auf 
doppelt logarithmisches Millimeterpapier auftrfigt. Die Thrombin-Konzentrationen derTestpro- 
benve rdtinnungen werden unter Verwendung der Eichkurve und durch Multiplikation mit dem ent- 
sprechenden VerdUnnungsfaktor errechnet. Der Mittelwert dieser Ergebnlsse entspricht der 
Thrombin-Aktivitat der Testprobe, ausgedrtickt in Thrombineinheiten pro ml. Multipliziert man 
diesen Wert mit dem Lbsungsvolumen in ml, so erhalt man die Gesamtmenge der Thrombin- Ein- 
helten pro Flasche. 

Bestimmung der amidolytischen Aktivitat 

a) Heagenzien: 

Chromogene Substrate: 

S- 2 16 0: N- Benzoyl - L-pheny lal any 1 - L-valyl- L- 
arginin-p-nitroanilid . HCl 
(Kurzform: Bz-Phe-Val-Arg-p-nitro- 

anilid.HCl) 
0, 5 mg/ml H 2 0 = 0, 73 m molar 

S-2222: N-Benzoyl-L-isoleucyl-L- glutamyl- L- 
glycyl-L-arginyl-p-nitroanilid . HCl 
(Kurzform: Bz-Ile-Gflu-Gly-Arg- 

p-nitroanilid . HCl) 
1,4 mg/ml H 2 0 = 1,91 m molar 

S 2251: D-Valyl-L-leucyl-L-lysyl-p-nitroani- 
lid . 2 HCl 

(Kurzform: D-Val-Leu-Lys-p-nltroani- 

lid . 2 HCl) 
l f 65 mg/ml H 2 0 = 2,99 m molar 

Puffer: 

6,06 g M Tris" [Tris(hydroxymethyl)-aminomethanl 
= 0, 05 molar 

10, 6 g Natriumchlorid = 0, 18 molar 

Mit 1 I dest. Wasser ISsen. Der pn-Wert wird mit konzentrierter Saizsaure auf 7,4 eingestellt. 

b) Testverfahren: 

1, 0 ml Puffer 

0, 1 ml Testprobe (Preparation enthaltend 
FEIBA) 

0, 2 ml Substrat (S-2160 bzw. S-2222 bzw. 
S-2251) 

Dieses Gemisch wird in ein auf 37<>C temperlerbare KUvette (Schichtdicke 1 cm) gefUllt und in 
einem Photometer bei 405 nm die Zunahme der optisch n Dichte in Zeitlntervallen von 1 min ge- 
messen. 

c) Auswertung: 

Aus mindestens 5 Einzelmessungen wird die durchschnittliche Zunahm de r optischen Dichte pro 
Minute berechnet und mit 1000 multipliziert; dieser Wert wird mit AOD.103/min bezeichnet und 
dient zur Char akterisie rung der amidolytischen Aktivlttit (Enzym aktivitat) der untereuchten Pro- 
be In bezug auf das Jew ile eingesetzt Substrat. 
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Dividi rt man nun die gemess nen AOD.103/min-Werte durch die Aktivitfit der Testprobe in 
FEIBA-Einheiten pro 0, 1 ml (eingesetzte Probenmenge) bzw. in Faktor II, VII, DC, X-Elnheiten 
pro 0, 1 ml, so ergibt sich ine fiir di jeweilige Testprobe - unter den rwfihnten Testbedingun- 
gen - charakteristische "spezifische amidolytische Akttvitat", d.h. d r auf lEinheit FEIBAbzw. 
5 1 EInheit Faktor EE, VII, DC, X bezogene AOD. 108/min-Wert. 

Die nach den Beispielen 1 und 2 hergestellten Praparationen zeigten bei den in der beschriebenen Weis 
durchgefUhrten Tests die in der Tabelle angegebenen Eigenschaften. 



Tabelle 





Beispiel 1 


Beispiel 2 


AbfUll- bzw. AuflSsungs- 
volumen 


20 ml 


20 ml 


FEEBA-Einheiten pro Flasche 


470 


2oU 


Faktor n-Einheiten pro Flasche 
Faktor VH-Einheiten pro Flasche 
Faktor DC-Einheiten pro Flasche 
Faktor X-Einheiten pro Flasche 


610 (1,30) 
520 (1,11) 
700 (1,49) 
540 (1,15) 


240 (0, 86) 
260 (0,93) 
•300 (1,07) 
210 (0,75) 


Thrombin NIH-Einheiten pro Flasche 


1,4 (0,003) 


1,0 (0,004) 


Amidolytische Aktivitaten 
(AOD.lOVmin) 






S-2160 
S-2222 
S-2251 


1 (0,43) 

3 (1,28) 

4 (1,70) 


1 (0,71) 
2,5 (1,79) 

2 (1,43) 



Die Zahlen In Klammer geben das jeweilige Vernal tnis zu den FEIBA-Einheiten an. Bei den amidotyti- 
10 schen Aktivitaten 1st die Zahl in Klammer die "spezifische amidolytische Aktivitat", d.h. der jeweilige 
AOD.103/min-Wert pro eine im beschriebenen Testsystem eingesetzte FEIBA-Einheit. 

PA TENTANSPRUCHE: 

1. Verfahren zur Hers tellung eine r blutgerinnungsfordernden Preparation aus menschlichem Blutplas- 
ma, welche eine neue blutgerinnungswirksame Subs tanz, genannt "FEEBA", enthalt, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB menschliches, ZItrat-Ionen enthaltendes Plasma in Abwesenheit von freien Kalziumionen 

15 mit wasserunlosllchen anorganischen gerinnungsphysiologisch-oberflSchenaktivenStoffen, wieKieselgel oder 
Kaolin, behandelt wird, wobei die neue Substanz generiert wird, anschlieBend die wasserunlosllchen Stoffe 
abgeschieden werden und dann der Uber stand in an sich bekannter Weise mit basischen Ionenaustauschern, 
wle Diathylaminoathyl-Gruppen hSltigen hochmolekularen Stoffen, behandelt wird, wobei die Substanz FEEBA 
zusammen mit den Faktoren II-VH-DC-X daran adsorbiert wird, wo r auf diese eluiert und konzentriert wer- 

20 den. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzei chne t, daB die Generie rung der Substanz 
FEEBA unter EInhaltung eines pH-Bereiches von 5, 5 bis 8, 5 und einer Temperatur von 0 bis 30OC erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch geke nnze ichne t , daB die wasserunlBslichen an- 
organischen gerinnungsphyslologisch-oberfiachenaktiven Stoffe in einer Menge von 0, 05 bis 5%, vorzugswei- 

25 se 0,1 bis 1%, bezogen auf die Menge des Plasmas, verwendet werden. 



Druck: Ing.E. Voytjech, Wien 
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